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Различные ожоги органов дыхания сопровождаются
массовой гибелью клеток эпителиальных тканей
(слизистые трахеи, бронхов), что приводит к исклю-
чительно тяжелым последствиям для здоровья чело-
века. Поэтому чрезвычайно важным является созда-
ние новых лекарственных препаратов для лечения
такого вида травм.
Острые патологические процессы в организме
сопровождаются мощным окислительным стрессом
(гиперпродукция активных форм кислорода –
АФК), который является одним из основных пора-
жающих факторов, при этом лавинообразное неко-
нтролируемое развитие процесса образования АФК
представляет собой огромную потенциальную опас-
ность. Одним из решающих факторов при регенера-
ции поврежденного эпителия является восстановле-
ние баланса оксиданты-антиоксиданты, а вариант
восстановления такого баланса – использование
различных антиоксидантов. В настоящее время име-
ется довольно широкий ассортимент таких веществ,
в основном низкомолекулярных. В последнее время
достаточное внимание уделяется более эффектив-
ным по своей способности нейтрализовать АФК
ферментам-антиоксидантам по сравнению с низко-
молекулярными антиоксидантами [1–6]. Особое
место занимает фермент-антиоксидант пероксире-
доксин-6 (Prx-6). Ранее было показано, что он явля-
ется основным ферментом-антиоксидантом в трахее
и бронхах легких у различных млекопитающих,
включая человека [7–9]. Уровень его экспрессии
в эпителии трахеи существенно зависит от степени
поражения эпителия [10], что и служит основанием
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Summary
The aim of the study was to investigate a role of different antioxidant enzymes for tracheal epithelium regeneration after chemical burn.
Methods. The study was conducted in a rat model of chemical burn of the upper airways caused by inhaled hydrochloric acid.
Results. According to results of histological examination, to the 2nd day after the exposure approximately 70 % of the epithelial surface remained
injured, mostly due to death of the ciliated cells. The degree of the damage was unchanged to the 4th day after the exposure. Visible regeneration of
the tracheal epithelium began to the 7th day. The death of the tracheal epithelial cells was generally due to necrosis though cell apoptosis also
occurred. The expression of all antioxidant enzymes was greatly decreased during the 1st day after the exposure followed by its growth to maximum
to the 7th day and normal level to the 15th day after the burn. Exposition of superoxide dismutase to the trachea resulted in a significant epithelium
destruction. On contrary, peroxiredoxin 6 and a chimeric protein containing peroxiredoxin / superoxide dismutase significantly protected the tra-
cheal epithelium.
Conclusion. Peroxiredoxins and their derivates could be used as highly efficient therapeutic agents with potent antioxidant action in patients with
burn injury of the upper airways.
Key words: oxidative stress, antioxidant enzymes, peroxiredoxin, tracheal epithelium, chemical burn.
Резюме
Проведено исследование на модели химического ожога парами соляной кислоты верхних дыхательных путей (ВДП) крысы. В результа-
те гистологического анализа показано, что после 1-го дня после ожога ≈ 70 % поверхности эпителия остается поврежденной. При этом
в основном гибнут реснитчатые клетки, степень повреждения остается приблизительно такой же на 3-и сутки после ожога. Видимая ре-
генерация эпителия трахеи наблюдается на 7-е сутки после ожога. Гибель клеток эпителия трахеи происходит в основном по некроти-
ческому пути, хотя наблюдается также апоптоз клеток. В 1-й день после ожога наблюдается резкое снижение экспрессии всех фермен-
тов-антиоксидантов, максимум экспрессии достигается на 7-й день и приходит в норму на 15-й день после ожога. Аппликация суперок-
сиддисмутазы (СОД) в обожженную трахею вызывала значительное разрушение эпителия трахеи. В противоположность этому при ап-
пликации в трахею пероксиредоксина (Prx) 6 и химерного белка с Prx-СОД практически полностью сохранялся эпителий трахеи. Таким
образом, Prx и его модификации – перспективные эффективные лекарственные средства мощного антиоксидантного действия для ле-
чения ожогов ВДП.
Ключевые слова: окислительный стресс, ферменты-антиоксиданты, пероксиредоксин, эпителий трахеи, химический ожог.
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для предположения о его возможных терапевтичес-
ких эффектах при лечении различных патологий ор-
ганов дыхания.
В настоящей работе проведен анализ эффектив-
ности разных ферментов-антиоксидантов на регене-
ративные процессы в эпителии трахеи. Для исследо-
вания были выбраны: СОД, которая нейтрализует
супероксидрадикал; Prx-6, нейтрализующий неорга-
нические и органические гидропероксиды; химер-
ный белок с совмещенными СОД- и пероксидазной
активностью на смоделированном химическом ожо-
ге верхних дыхательных путей (ВДП) парами соля-
ной кислоты – очень серьезном повреждении эпите-
лия трахеи и бронхов. На данной модели (в отличие
от термического ожога) получено стандартизованное
повреждение эпителия разной степени с подбором
времени экспозиции животного в парах кислоты.
Материалы и методы
В экспериментах использовались крысы линии
"Вистар" мужского пола массой тела 200 г.
В экспериментах были использованы полученные
в лаборатории ФГБУН "Институт биофизики клет-
ки" РАН следующие ферменты-антиоксиданты: 1 –
рекомбинантный человеческий Prx-6, содержащий
His-tag домен (Prx-6); пероксидазные удельные актив-
ности – 110 нмольм / мг / мин по Н2О2 и 80 нмоль /
мг / мин – по третбутилгидропероксиду; 2 – реком-
бинантная бактериальная Mn-СОД, содержащая
His-tag домен, СОД-активность – 9 ед. / мг; 3 –
полученный генно-инженерными методами реком-
бинантный химерный белок, совмещающий перо-
ксидазную и СОД-активность, состоящий из челове-
ческого Prx-6, бактериальной Mn-СОД и His-tag
домена (PSH), пероксидазные удельные активнос-
ти – 60 мкм / мг / мин по Н2О2 и 40 мкм / мг / мин
по третбутилгидропероксиду, СОД-активность –
5 ед. / мг.
Химический ожог ВДП
Химический ожог ВДП проводился выдерживанием
животного в атмосфере насыщенных паров соляной
кислоты. Животные анестезировались с помощью
анальгина и помещались в эксикатор (объем 10 л,
температура воздуха – 20 °С) с насыщенными парами
соляной кислоты на 15 мин. Данное время выдержи-
вания животного приводит к существенному разру-
шению эпителия трахеи. Для измерения рН в слизи
трахеи животные декапитировались, выделялась тра-
хея, измерялось приблизительное значение рН в сли-
зи трахеи с помощью индикаторной бумаги.
Введение ферментов-антиоксидантов в трахею 
Животное наркотизировалось внутривенным введени-
ем золитила (5 мг / кг массы тела) и рометара (10 мг / кг
массы тела) и фиксировалось в станке; с помощью
расширителя открывался вход в трахею. Растворы бел-
ков вводились в трахею в момент вдоха с помощью
зонда с микроосветителем. Объем вводимого раство-
ра – 200 мкл, концентрация белков – 1 мг / мл.
Гистологический и иммуногистохимический (ИГХ) анализы
Для проведения гистологических исследований
ожога выделялась трахея, полученные образцы фик-
сировались в фиксаторе Mirsky's Fixative (National
Diagnostics, США) в течение 24 ч. Фиксированная
ткань проводилась через раствор спирта восходящей
концентрации и заключалась в парафин. Срезы тол-
щиной 2 мкм ппроизводились на микротоме (Thermo
scientific micron HM 325, Германия). Срезы окрашива-
лись эозином и гематоксилином.
Для ИГХ-исследований использовались парафи-
новые срезы толщиной 2 мкм, полученные стандарт-
ным методом. В качестве первичных антител ис-
пользовались моноклональные антитела против
каспазы-3 (Imgenex, cat. № 80432, США), в качестве
вторичных антител – антимышиный конъюгат с ще-
лочной фосфатазой.
Иммуноблотинг
Для получения экстракта белков трахеи крыса усып-
лялась вероналом (100 мг / кг массы тела), выделя-
лась трахея, проводился соскоб эпителия узким
шпателем. Соскоб из 1 трахеи помещался в 200 мкл
физраствора и объединялся соскоб от 3 трахей. Полу-
ченная суспензия центрифугировались при 20 000 g
в течение 10 мин, полученный раствор белка с по-
мощью физраствора доводился до концентрации
белка 1 мг / мл. Электрофорез белков и их перенос
на нитроцеллюлозную мембрану проводились стан-
дартными методами. Для выявления полос с каспа-
зой-3 использовались те же антитела, что и при
ИГХ-анализе.
Анализ уровня экспрессии ферментов-антиоксидантов 
Был проведен анализ экспрессии в эпителии трахеи
15 ферментов-антиоксидантов: глутатионперокси-
дазы (GPx) 1–3, 7, 8; Prx-1–6; СОД-1–3 и каталазы.
В качестве специфических праймеров для данных
ферментов были использованы ген-специфические
праймеры, синтезированные согласно их последова-
тельностям в GenBank. Анализ экспрессии: обратная
транскрипция (ОТ) + полимеразная цепная реакция
(ПЦР) в реальном времени. Тотальная РНК из трахеи
выделялась с помощью реактива ExtractRNA ("Евро-
ген", Россия). Качество РНК оценивалось с помощью
электрофореза в 2%-ном агарозном геле в Tris-ацетат-
буфере в присутствии бромистого этидия (1 мкг / мл).
Концентрация РНК определялась с помощью спект-
рофотометра NanoDrop 1000c (США). Для ОТ
использовалась тотальная РНК 2 мкг для каждого
эксперимента, ОТ MMuLV ("Евроген", Россия),
стандартный праймер олиго-dT15. Полученная в ре-
зультате ОТ кДНК использовалась для ПЦР с ген-
специфическими праймерами ("Евроген", Россия).
ПЦР в реальном времени проводилась в амплифика-
торе BioRad iQ5 (BioRad, США) c использованием
ДНК-полимеразы HS Taq ДНК полимеразы ("Евро-
ген", Россия) и SYBR Green II (BioDye, Россия) в ка-
честве флуоресцентного интеркалирующего краси-
теля. Режим ПЦР был следующий: 1) "горячий старт"
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(для исключения неспецифичного отжига прайме-
ров) при 95°С, 5 мин; 2) денатурация при 95 °С, 15 с;
3) отжиг праймеров при 58–60 °С, 20 с; 4) синтез
ДНК при 72 °С, 20 с. Этапы 2–4 повторялись 40 раз.
Определение значений порогового цикла – Ct (thres-
hold cycle) проводилось с помощью программного
обеспечения BioRad (США). Нормирование прово-
дилось относительно гена "домашнего хозяйства"
(housekeeping gene) – фактора элонгации EF1a. Расчет
результатов проводился по стандартной методике.
Расчеты ∆∆Сt проводились по формуле:
∆∆Сt = ∆Сt (контроль) – ∆Сt (опыт),
каждое значение ∆Сt рассчитывалось по формуле:
∆Сt = ∆Сt (ген фермента антиоксиданта) – ∆Сt (референсный ген EF1a).
Концентрация белка определялась по методу
Бредфорда с использованием бычьего сывороточно-
го альбумина в качестве стандарта.
Результаты
Поражение ВДП парами соляной кислоты в первую
очередь связано с существенным изменением рН
в кислую сторону в слизи трахеи. В табл. 1 представ-
лены данные по динамике изменения рН в трахее
после химического ожога: в первые 15 мин после хи-
мического ожога парами кислоты рН в слизи дости-
гает очень кислых значений (2,0–2,5). В дальнейшем
наблюдается довольно быстрое восстановление нор-
мального значения рН в слизи эпителия – по край-
ней мере, в течение 1 ч.
Низкое значение рН в трахее во время ингаляции
паров кислоты вызывает очень сильные поврежде-
ния эпителия трахеи. Как показывает гистологичес-
кий анализ, через 1 день после ожога ≈ 70 % поверх-
ности эпителия остается поврежденной. При этом
в основном гибнут реснитчатые клетки, что, по-ви-
димому, связано с большой поверхностью ресничек,
локализованных в слизи эпителия трахеи (рис. 1, б).
Степень повреждения остается приблизительно
такой же на 3-и сутки после ожога (см. рис. 1, в),
кроме того, у некоторых животных наблюдается
скопление в трахее макрофагов, что свидетельствует
о развитии воспалительного процесса (см. рис. 1, г).
Рис. 1. Эпителий трахеи крысы после химического ожога парами соляной кислоты: А – контроль; Б – через 1 сутки после химического
ожога; В – через 3 суток после химического ожога; Г – наблюдается сильное разрушение структуры эпителия, видно присутствие
большого количества макрофагов
А Б
В Г
Таблица 1
Изменение рН в слизи трахеи после ожога парами
соляной кислоты
Время, мин 5 15 30 60
рН 2,5 6,5 7,4 7,4
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Видимая регенерация эпителия трахеи наблюдается
на 7-е сутки после ожога (табл. 2).
Согласно гистологическим данным, гибель кле-
ток эпителия трахеи после химического ожога в ос-
новном происходит по пути некроза. В то же время
нельзя исключить и апоптозный путь гибели клеток.
На рис. 2 представлены данные иммуноблотинга
белков соскоба эпителия на наличие маркера апоп-
тоза клеток – белка Ki 67. На рис. 2 показано, что
апоптоз клеток эпителия трахеи после ожога возрас-
тает в несколько раз. Этот результат подтверждается
ИГХ-данными, где в эпителии после ожога предс-
тавлены клетки, находящиеся в стадии апоптоза
(рис. 3). Таким образом, после химического ожога
гибель клеток эпителия идет как по некротическому,
так и по апоптотическому путям, хотя в отношении
реснитчатых клеток некротический путь гибели кле-
ток, по-видимому, является основным.
Как уже отмечалось, тяжелые травмы (ожоги),
сопровождаются мощным окислительным стрессом.
С целью определения динамики экспрессии фер-
ментов-антиоксидантов собственной антиоксидант-
ной системы трахеи в пораженном эпителии трахеи
методом ПЦР был определен уровень экспрессии
всех основных ферментов-антиоксидантов. В 1-е
сутки после ожога наблюдается существенное
уменьшение экспрессии практически всех фермен-
тов-антиоксидантов (как всех типов пероксидаз, так
и СОД), что, по-видимому, связано с массовой ги-
белью клеток эпителия (рис. 4). В то же время повы-
шенный уровень экспрессии каталазы в эпителии
трахеи после 1-х суток после ожога может быть объ-
яснен наличием в соскобе эпителия трахеи большого
количества макрофагов, которые сами по себе име-
ют высокий уровень экспрессии каталазы. На 2-й
день после ожога уровень экспрессии ферментов-
антиоксидантов также остается ниже контрольного.
В то же время на 7-й день после ожога наблюдается
очень сильная (в 2–5 раз) активация экспрессии всех
ферментов-антиоксидантов. Это связано с усилен-
ной регенерацией ткани эпителия трахеи через 1 нед.
после ожога (что было подтверждено гистологичес-
кими данными) и, по-видимому, на данной стадии
регенерации эпителиальной ткани антиоксидантная
система в клетках эпителия наиболее активна. На
15-й день после ожога уровень экспрессии практи-
чески всех ферментов-антиоксидантов достигает
нормы.
Эффект ферментов-антиоксидантов на регенера-
ционные процессы в эпителии трахеи после ожога
Как было отмечено выше, в 1-е сутки после ожо-
га наблюдается резкое уменьшение экспрессии
практически всех ферментов-антиоксидантов. Этот
процесс, скорее всего, происходит сразу после ожо-
га, когда начинается массовая гибель клеток эпите-
лия. При этом одновременно с гибелью клеток су-
щественно повышается уровень АФК как за счет
эндогенных АФК разрушенных клеток, так и за счет
активации нейтрофилов в эпителии. С целью воз-
можной нейтрализации окислительного стресса ис-
пользовалась аппликация экзогенных ферментов-
антиоксидантов непосредственно в трахею крысы
после ожога. При этом определялись ключевые фер-
менты, наиболее эффективно способствующие нейт-
рализации окислительного стресса. В данных экспе-
риментах в качестве ферментов-антиоксидантов
были использованы Mn-СОД (нейтрализация супер-
оксидрадикалов), Prx-6 (нейтрализация как неорга-
нических, так и органических гидропероксидов)
Рис. 3. ИГХ-выявление
апоптотических клеток 
(показаны стрелками) после
химического ожога трахеи: 
А – через 1 сутки после
ожога; Б – через 7 дней 
после ожога 
А Б
Рис. 2. Выявление
каспазы-3 при
иммуноблотинге
белков эпителия
трахеи после
химического ожога:
А – контроль; 
Б – через 1 сутки
после ожога
Таблица 2
Сохранность эпителия после химического ожога
парами соляной кислоты и аппликации в трахею
ферментов-антиоксидантов, % от контроля
Время после ожога 1-й день 3-й день 7-й день
Контроль (ожог) 10–20 5–15 40–45
СОД 0 – –
Prx-6 65–70 70–75 80–85
Prx-СОД 65–70 75–80 85–90
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и одновременное применение этих ферментов – хи-
мерный белок-фермент PSH, способный нейтрали-
зовать все классы АФК, т. к. основными типами
АФК являются супероксирадикалы и неорганичес-
кие и органические гидропероксиды. Следует особо
подчеркнуть, что каждый из перечисленных фер-
ментов не вызывал деструктивных эффектов при ап-
пликации в необожженную трахею, т. е. в норме они
были нетоксичны. Аппликация в случае химическо-
го ожога проводилась примерно через 0,5 ч после
ожога, т. к. в этом случае полностью исключалась де-
натурация экзогенных белов под действием низких
значений рН в слизи эпителия.
Аппликация Mn-СОД в обожженную трахею
в концентрации 1 мг / мл через 30 мин после ожога
привела к быстрому полному разрушению эпителия
трахеи, которое сопровождалось сильным кровоте-
чением из гортани крысы с последующей смертью
животного (рис. 5). При уменьшении концентрации
Mn-СОД (0,1 мг / мл) животные не погибали, одна-
ко эпителий трахеи был существенно разрушен.
Столь драматический эффект СОД может быть объ-
яснен, по-видимому, большой концентрацией су-
пероксидрадикалов, образовавшихся в обожженной
трахее, т. к. при аппликации СОД не разрушался не-
обожженный эпителий трахеи. Продуктом реакции
СОД с супероксидрадикалами является перекись во-
дорода, поэтому происходило вторичное разруше-
ние эпителия трахеи образованными гидроперокси-
дами.
Принципиально другие результаты были получе-
ны после аппликации в обожженную трахею Prx-6
через 30 мин после химического ожога. Морфологи-
ческий анализ структуры эпителия трахеи, получен-
ный через 1 сутки после ожога и аппликации Prx-6,
показал, что эпителий трахеи в значительной степе-
ни сохранен (см. табл. 2); в эпителии в значительной
степени сохранены реснитчатые клетки, отсутствую-
щие при ожоге в контрольных экспериментах (рис. 6).
При морфологическом анализе структуры эпителия
трахеи, проведенном через 3 суток, показана сходная
картина, но с еще более сохраненном эпителием тра-
Рис. 4. Динамика экспрессии ферментов-антиоксидантов в эпителии трахеи в разные дни после химического ожога трахеи
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Оригинальные исследования
хеи, что свидетельствует об интенсивных регенера-
тивных процессах в трахее при аппликации Prx-6
(см. табл. 2). Аналогичные результаты были полу-
чены при аппликации в обожженную трахею химер-
ного белка-фермента PSH. Главным отличием от
аппликации в трахею чистого Prx-6 в этом случае
являлось более заметное сохранение эпителия при
применении PSH (см. табл. 2). Таким образом, ап-
пликация в обожженную трахею как Prx-6, так и хи-
мерного белка-антиоксиданта PSH существенно
предотвращает дегенерацию эпителия трахеи, выз-
ванную химическим ожогом.
Для выяснения времени, когда аппликация фер-
ментов-антиоксидантов была эффективна для со-
хранения эпителия после ожога, аппликация прово-
дилась через различные периоды после ожога.
Аппликация как Prx, так и белка PSH через 1 ч после
ожога давала такой же эффект, как и при апплика-
ции через 30 мин после ожога. Показано, что аппли-
кация ферментов-антиоксидантов эффективна в те-
чение 4–5 ч после химического ожога.
Обсуждение
Приведенные данные свидетельствуют о том, что
при сильном разрушении эпителия трахеи, сопро-
вождающемся массовой гибелью клеток, с одной
стороны, происходит окислительный стресс в ткани,
а с другой – наблюдается угнетение антиоксидант-
ной системы, выраженное в существенном умень-
шении экспрессии всех антиоксидантных фермен-
тов, которое приходит в норму по мере регенерации
эпителия. Таким образом, одной из задач при сохра-
нении ткани эпителия в первые сроки после ожога
является восстановление антиоксидантного статуса
в трахее. В настоящей работе это было достигнуто
путем аппликации в обожженную трахею экзоген-
ных ферментов-антиоксидантов. При этом следует
отметить, что аппликация СОД в обожженную тра-
хею привела к крайне негативным последствиям –
ткань эпителия трахеи полностью разрушилась.
В данном случае, т. к. аппликация СОД в нормаль-
ную трахею не вызывала разрушения эпителия, по-
видимому, имело место вторичное разрушение эпи-
телия из-за наличия в ней большого количества
супероксидрадикалов, переведенных СОД в гидро-
перекиси, которые произвели такие разрушения
в трахее. Отсюда можно сделать вывод, что не любой
фермент-антиоксидант можно использовать для
нейтрализации окислительного стресса при разных
патологиях, по крайней мере, в случае ожога эпите-
лия трахеи. С другой стороны, с помощью апплика-
ции в обожженную трахею ферментов-антиоксидан-
тов с пероксидазной активностью (Prx и химерный
белок PSH) существенно замедлялось разрушение
эпителия. Это свидетельствует о том, что одним из
агентов, вызывающих гибель клеток в эпителии пос-
ле ожога, являются гидропероксиды. Основными
источниками избыточных гидропероксидов могут
быть метаболиты погибших клеток эпителия, а так-
же нейтрофилы, количество которых в эпителии
трахеи резко возрастает сразу после ожога. В этом
случае защитный эффект ферментов-антиоксидан-
тов с пероксидазной активностью, по-видимому,
обусловлен нейтрализацией избыточных количеств
гидроперекисей, которые и вызывают лавинообраз-
ную гибель клеток эпителия трахеи.
Заключение
При аппликации в обожженную трахею в качестве
ферментов с пероксидазной активностью были ис-
пользованы Prx-6 и химерный белок Prx-СОД. Не-
большое увеличение сохранения эпителия в случае
Рис. 6. Эффект аппликации
PGx-6 и химерного белка
PSH в трахею после
химического ожога: 
А – Prx; Б – химерный белок
PSH; 1-е сутки после
химического ожога
А Б
Рис. 5. Эффект аппликации
СОД в трахею крысы: 
А – аппликация СОД
в нативную трахею; 
Б – аппликация СОД
в трахею через 30 мин 
после химического ожога
А Б
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химерного белка по сравнению с чистым Prx свиде-
тельствует о том, что именно гидропероксиды играют
основную роль в разрушении эпителия. Использова-
ние Prx в качестве антиоксиданта предпочтительнее
по сравнению с другими ферментами с пероксидаз-
ной активностью (каталаза или GPx), т. к., во-пер-
вых, Prx способны нейтрализовать как неорганичес-
кие, так и органические гидропероксиды (в отличие
от каталазы), во-вторых, при малых концентрациях
гидропероксидов Prx более эффективны по сравне-
нию с теми же каталазой и GPx.
Использование Prx при лечении различных па-
тологий было ранее показано при лечении резаных
ран [11] и острых воспалительных процессов [12].
По-видимому, в случае острых патологий органов
дыхания, сопровождающихся мощным окислитель-
ным стрессом, именно Prx и их модификации будут
наиболее эффективными лекарственными средства-
ми мощного антиоксидантного действия.
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